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【研究の目的】HERG（HumanEther・乱・gO・gO－RelatedGene）チャネルは、ヒト心筋に発現
するカリウムチャネルであり、活動電位の再分極過程を担う急速活性型遅延整流性カリウム
電流（血E貼）を構成する。HERGチャネルの梯龍低下に伴う血皿瓜の減少は、遺伝性や薬剤に
よる心室性不整脈の原因となることが知られている。血mGは、α1アドレナリン受容体血1R）
やMlムスカリン受容体（MIR）などのGqタンパク質共役型受容体（GqR昌）の刺激により速
やかに繊弱することが報告されており、GqRs活性化にともなう細胞膜ホスフアチジルイノ
シトール4，5二リン酸（PI（4声）p盟）の減少がこれらの受容体刺激によるEERGチャネル機能
を修飾する可能性が指摘されている。ホスプアチジルイノシト一丁ル・4－リン酸・5・キナーゼ
（PI由）P5・K）は、PI（屯由P　の産生を中心的に担うリン脂質リン酸化酵素である。本研究で
は、GqRs刺激を介したⅡ耳RGチャネルの機能修飾を異種性発現システムに再構築するとと
もに、PI軸P5－Kの過剰発現を通してHERGチャネルの権能制御におけるP工（4，5）P里の役割
を明らかにし、その意義について検討することを目的とする。
【方法1発現ベクターに組み込んだEERG、Gq軸hlRあるいはMl由ならびにP工軸P5・K
（Ⅳ端末にⅡA標識）を様々な組み合わせでGFPと共にCHO細胞に導入し、48時間後から実
験に供した。また、PI抽P5・Kに点変異を導入してキナーゼ活性を欠損Lkp工軸P5・K・K138A
変異体を作製し、ネガティブコントロールとして使用した。単一のGFP陽性細胞にホールセ
ルパッチクランプ牡を適用して血Emの計測を行い、HERGチャネルの機能変化をリアルタ
イムに記録した。一方、PI紬P5・Kのタンパク質の発現や局在様式を、抗HA抗体を用いた
免疫細胞化学牡にて確認した。
【繚奉】HERGとGqRSを共発現したCHO細胞を受容体特異的なリガンド（nlRはフモニ
レフリン、MIRはアセチルコリン）で刺激すると、血ERGの大きさは溝度依存的に速やかに
減少した。同時に、活性化〔チャネル醜ロ）の膜電位依存性が脱分極側にシフトするととも
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に、脱活性化（チャネル閉口）の時間経過が速くなった。これらのリガンド刺激による血ERG
抑制効果は、PI（粛P5－Kを共発現させた細胞では、その程度が有意に減少していた。一方、
リガンド非存在下での各種遺伝子発現細胞における血罰店の電流密度（細胞膜面積あたりの
電流量）は、GqR白を共発現した細胞においてはHERGを単独で発現させた細胞に比べ、有
意に小さかった。このGqRSの発現によるHERGチャネルの機能低下は、PI（粛P5－Kを共発
現することで有意に回復したが、P工（亜P5－K・K138Aの共発現では、影響は認められなかった。
一方、PI軸P5・Kは、GqRSを共発現しない細胞においては、血田脇の電流密度の増加作用を
示さなかった。また免疫細胞化学染色法によるPI也）P5・Kの細胞内局在の結果として、
P王軸P5・Kは、細胞膜を含む細胞質内に広く分布することが確認された。
【考察】
・PI（dP5・Kの過剰発現は細胞膜のPI（屯5）p彗レベルを上昇させると考えられている。’従っ
て、本研究において、Gq軸の刺激による血誠の抑制効果がPI軸P5－Kの共買掛こより観詞
したという結果は、EERGチャネルの機能がPI（屯5）pzレベルの変化に応じて制御される可
能性を示唆するものである。
・本研究では、リガンド非存在下でGq恥を発現した細胞において血Emの電流密度が減少
することを見出した。細胞膜受容体のいくつかのタイプにおいては、リガンドの結合がない
状態での基礎括性が実験的に示されている。したがって、GqRsを強制発現した細胞におい
て細胞膜のPI（屯5）p2レベルが恒常的に減少し、それが血玉RGの電流密度の低下の直接的な原
因となった可能性がある。事実、本研究では、P工臨由Pの産生を促すPI（崩P5－Kの共発現が
血nGの電流密度を回復させることも示している。
・HERG・チャネルの機能が先天的あるいは後天的に低下するQT延長症候群の患者では、目
覚まし時計などの聴覚刺激により心室頻柏や心室細動のような致死性不整脈が誘発されるこ
とが知られており、そこには自律神経活動を介したqlR刺激による血ERGの過度な減少が関
与する可能性が指摘されている。ⅡERGチャネルの機能制御において、GqR刺激と括抗的な
作用を発揮するPI（由P5・Kは抗不整脈作用を示すことが期待される。
【緒論】PI（dP5・Kの過剰発鄭ま、細胞膜PI（屯5）p宜レベルを増加させ、GqRsによるHERG
チャネルの機能抑制に対して括抗的に作用することが明らかとなった。鹿皿泊の過度な減少は
致死性不整脈の癖園となることから、PI軸P5・KはHERGチャネル機能を制御する新規抗不
整脈薬の標的分子としての可能性がある。
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本研究は、心筋の生理機能に深く関与するHERG（HumanEther－a－gO一gO RelatedGene）チャ
ネルの機能低下が遺伝性や薬剤性心室性不整脈の原因になることに注目し、同チャネルの機能
調節機序について検討を加えた。特にGqタンパク質共役型受容体（GqR、α1及びMl受容体
など）の刺激により　右ERG電流（急速活性型遅延整流性カリウム電流）が減少することから、
HERG、GqRなどを人工的に発現させたCHO細胞を用いて実験した。
その結果、HERGとGqRを共発現させた細胞では、五ERGの電流密度が低下すると共に　α1
及びMl受容体アゴニストによる五闇G電流の減少が生じたが、PI（4）P5キナーゼを共発現さ
せることにより両者とも特異的に回復することが分かった。－一方、GqRを共発現しない細胞で
は同キナーゼによる五月RG電流の増加は見られなかった。
これらの結果より、HERGチャネルの機能制御において、GqR刺激に括抗作用を示すPI（4）P5
キナーゼは抗不整脈作用を有すると考えられる。
以上のことから、本論文は心筋の生理的な膜電位調節機序について新しい知見を与えたもの
であり、学位論文の関連分野及び専攻学術の試問を受け合格したので、博士（医学）の学位論
文に値するものと認められた。
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